
ВВЕДЕНИЕ

Нейропептид галанин (G1) широко
распространён в центральной и периферической
нервной системе, а также в других тканях [1]. 
В периферических органах, включая сердце, 
G1 действует не только через нейрональные
механизмы, но и активируя представителей семейства
трансмембранных рецепторов GalR1-3 [2]. 
G1 участвует в жизненно важных процессах —
запоминания, потребления пищи, засыпания,
продукции ряда гормонов; на клеточном уровне — 
в поддержании ионного гомеостаза и осмоса [1]. 
Роль рецепторов G1 в регуляции сердечно-сосудистой
системы при различной патологии малоизучена.
Недавно мы показали, что внутривенное введение G1
(GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-NH2)
крысам после региональной ишемиимиокарда снижает
некротическое повреждение кардиомиоцитов [3]. 
Этот эффект опосредован активацией рецепторовGalR2
и значительно снижается под влиянием 
антагониста GalR2 М871 [4]. N-концевой 
фрагмент галанина (аминокислотные остатки 2–15),
WTLNSAGYLLGPHA-OH (G2), обладающий высоким
сродством к GalR2 подтипу рецепторов, повышает
жизнеспособность клеток, ингибирует апоптоз и
образование супероксида и пероксида водорода 
в митохондриях кардиомиобластов крыс линии H9C2
при гипоксии/реоксигенации [5]. Химически
модифицированный аналог G2 — химерный агонист

рецепторов GalR2 WTLNSAGYLLGPβAH-OH (G3)
уменьшает размер инфаркта и активность маркёров
некроза в плазме крови крыс при реперфузии [4], а также
снижает дисфункцию левого желудочка и улучшает
энергетическое состояние и функцию митохондрий 
в сердце крыс с доксорубициновой кардиомиопатией [6].
Изучение экспрессии рецепторов галанина в сердце
показало, чтоGalR2 является доминирующим подтипом
рецепторов галанина в миокарде, кардиомиоцитах 
и кардиомиобластах H9C2 [7]. Генетическое
подавление GalR2 способствует гипертрофии сердца,
фиброзу и избыточной генерации активных форм
кислорода (АФК) в митохондриях сердца [8]. 
Эти результаты продемонстрировали возможность
коррекции метаболизма и функции сердца с помощью
галанина и его высокоаффинных по отношению 
к рецепторам GalR2 агонистов G2 и G3 в условиях
энергетического дефицита и окислительного стресса.
Фармакологическое использование этих лигандов
предполагает необходимость изучения периодов 
их полураспада и кинетики деградации в плазме,
поскольку имеющиеся об этом сведения 
в литературе крайне ограничены. Известно, 
что время полураспада G1 (1–29) in vivo составляет 
не более 5 мин [9, 10], а информация 
о протеолитической стабильности пептидов G2 и G3
отсутствует. В связи с этим целью настоящей 
работы было изучение протеолитической деградации
пептидов G1–G3 в плазме крови человека методом 
1Н-ЯМР спектроскопии.Вданной работе мы сообщаем
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Экзогенные N-концевые фрагменты галанина, являющиеся агонистами рецептора GalR2, обладают
терапевтическим потенциалом при экспериментальной патологии сердца, что предполагает необходимость 
изучения их протеолитической устойчивости в биологических средах. Цель настоящей работы состояла в оценке
протеолитической деградации галанина G1 (GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-NH2), его природного и
модифицированного фрагментов G2 и G3 (WTLNSAGYLLGPHA-OH и WTLNSAGYLLGPβAH-OH, соотв.) 
в плазме крови человека. Пептиды были получены твердофазным синтезом с использованием Fmoc-методологии,
очищены с помощью ВЭЖХ, их структура подтверждена методами MALDI-TOF масс-спектрометрии и 
1Н-ЯМР спектроскопии. Кинетику деградации галанинов G1–G3 в плазме крови изучали методом 
1Н-ЯМР спектроскопии по изменению интенсивности сигналов от Trp2 при температуре 310 K. Результаты
свидетельствуют о большей протеолитической стабильности пептида G3 по сравнению с природным фрагментом G2
и полноразмерным галанином G1. Они указывают на перспективность использования модифицированных пептидных
агонистов рецепторов GalR2 для защиты жизненно важных органов при патофизиологических состояниях.
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об идентификации некоторых продуктов деградации
полноразмерного галанина G1, его природного и
модифицированного фрагментов G2 и G3 и оценке 
их стабильности в модельной системе in vitro. 

МЕТОДИКА

Реагенты

Производные Fmoc-защищенных аминокислот
были приобретены у “Novabiochem” (Швейцария) и
“Bachem” (Швейцария). Реагенты для синтеза пептидов
были закуплены у компании “Fluka Chemie GmbH”
(Швейцария). Растворы готовили с использованием
деионизированной воды (“Millipore Corporation”,США).
Для приготовления образцов в ЯМР экспериментах
использовали дейтерированную воду (“SOLVEX”,
Россия, 99,8% D).

Синтез пептидов галанина

Полноразмерный галанин крысы G1 
получен конвергентным твердофазным синтезом 
с использованием Fmoc-методологии на амидном
полимере Ринка [11]. Пептидную цепь в ходе синтеза
наращивали по одной аминокислоте и фрагментной
конденсацией. Фрагменты с С-концевым остатком
глицина получали твердофазным методом 
на 2-хлортритилхлоридной смоле или в растворе.
Фрагментную конденсацию проводили на полимерном
носителе с использованием комплекса F — 
аддукта N,N′-дициклогексилкарбодиимида и
пентафторфенола в мольном отношении 1:3 [11].
Пептид G2 представляет собой N-концевой фрагмент
последовательности галанина. Пептид G3 — химерная
молекула, в которой С-концевая часть фрагмента
галанина (2–13), содержащего фармакофорные
аминокислотные остатки Trp2, Asn5, Gly8 и Tyr9 [12],
необходимые для связывания с клеточными
рецепторами GalR2, дополнена последовательностью
дипептида карнозина — βAla-His-ОН. 
Карнозин хорошо растворим в водных средах и
известен как антиоксидант прямого действия; 
он содержит β-аминокислоту, наличие которой 
в пептидах увеличивает их протеолитическую
стабильность [13]. Автоматический синтез 
пептидов G2 и G3 [14] проводили на синтезаторе
Tribute-UV (“ProteinTechnologies Inc.”, США) 
в масштабе 0,15 ммоль в соответствии с программой
однократной конденсации Fmoc-аминокислот
(“Novabiochem”) с использованием полимерного
носителя с 2-хлортритилхлоридной якорной группой

(“Iris Biotech”, Германия), содержащего 1,2 экв. Cl/г.
Для создания амидной связи применяли 
N,N,N′,N′-тетраметил-О-(бензотриазол-1-ил)урония
гексафторфосфат (HBTU) в присутствии двукратного
мольного избытка N-метилморфолина. По окончании
синтеза пептиды G1–G3 отщепляли от полимера 
с одновременным удалением защитных групп 
при помощи смеси TFA–вода–триизопропилсилан–
дитиотреитол (85 : 5 : 5 : 5) Продукты твердофазного
синтеза очищали высокоэффективной жидкостной
хроматографией на обращённой фазе (ВЭЖХ) 
до чистоты 97–98% на хроматографе Knauer 
с колонкой (250×20 мм) Eurospher 100-10 C18
(“Knauer”, Германия). В качестве элюентов
использовали буфер А — 0,1% водный раствор TFA,
буфер Б — 80% ацетонитрил (“Carl Roth GmbH”,
Германия) в буфере А. Элюцию проводили 
от 100% буфера А линейным градиентом
концентрации буфера Б 0,5 %/мин при скорости
потока 3 мл/мин; детекцию осуществляли при 220 нм.
Аналитическую ВЭЖХ проводили на приборе
Smartline (“Knauer”). Условия ВЭЖХ: колонка
Kromasil 100-5 C18 (“AkzoNobel”, Швеция) 
(4,6×250 мм), буфер А — 0,1% водный раствор TFA,
буфер Б — 80% ацетонитрил в буфере А, элюция 
со скоростью 1 мл/мин градиентом концентрации
буфера Б в буфере А от 20% до 80% за 30 мин,
детекция при 220 нм. Структуру пептидов
подтверждали с использованием времяпролётной
масс-спектрометрии (MS) с матрично ассоциированной
лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF).
Масс-спектры регистрировали на масс-спектрометре
Bruker Autoflex speed (“Bruker Daltonics Inc.”,
Германия). Структура пептидов G1–G3 подтверждена
также с помощью 1Н-ЯМР спектроскопии
(спектрометр WH-500 Bruker 500 МГц, Германия).
Аминокислотные последовательности и характеристики
пептидов представлены в таблице 1.

Получение плазмы человека

Плазму получали из крови одного здорового
донора путём венепункции и осаждения клеточных
элементов с использованием вакуумной пробирки,
содержащей этилендиаминтетрауксусную кислоту
(ЭДТА) в качестве антикоагулянта, с последующим
центрифугированием [15].

Измерение концентраций пептидов галанина в плазме

Для исследования кинетики деградации
галанинов в плазме крови 450 мкл плазмы помещали 
в стандартную 5 мм ампулу для ЯМР. В образец
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Таблица 1. Характеристики пептидов галанина

Примечание: Rt – время удерживания.

Последовательность Мол.
масса MS (m/z)

ВЭЖХ Растворимость
в воде (мг/мл)Rt (мин) Чистота (%)

G1 GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-NH2 3164,45 3163,47 [М]+ 15,80 98,1 >40

G2 WTLNSAGYLLGPHA-OH 1499,67 1498,64 [М]+ 15,34 97,1 ≈10

G3 WTLNSAGYLLGPβAH-OH 1499,67
1499,76 [М]+

1521,73 [М+Na]+

1537,72 [M+K] +
14,66 98,2 >20



добавляли 50 мкл D2O для фиксации резонанса
дейтерия для достижения стабилизации частоты поля.
Запись спектров производили c подавлением 
сигнала воды при помощи градиентного возбуждения
(импульсная последовательность p3919gp). 
Для выделения сигналов, принадлежащих протонам
пептида, применяли разностную спектроскопию: 
из каждого спектра, полученного после добавления
пептида в плазму крови, вычитали спектр 
плазмы без пептида. Эксперименты проводили 
при температуре 310 K. Полное время инкубации
составляло 140 мин. Отнесение сигналов
производилось с помощью метода двойного резонанса.
Спектры 1H-ЯМР были записаны на спектрометре
Bruker Avance III 500 МГц (Германия). Концентрация
пептидов галанина в инкубационной среде 
составляла 2,5 мМ. Все эксперименты повторялись
трижды, константы скорости реакции приведены 
как среднее значение± среднеквадратичное отклонение.
Различия считали статистически значимыми при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки стабильности пептидов галанина 
в плазме человека был применён метод 
1Н-ЯМР-спектроскопии, позволяющий мониторировать
деградацию пептидов без выделения продуктов
распада из инкубационной среды. Ранее 
мы использовали его для сравнительной оценки
протеолитической стабильности пептидных
ингибиторов киназы лёгких цепей миозина [15],
апелина-12 и его модифицированного аналога [16]. 
На рисунке 1 приведены фрагменты 1H-ЯМР спектров,
полученные при деградации пептида G2 
в плазме крови. По мере протекания реакции 
отмечено уменьшение интегральной интенсивности
сигналов от а.о. Trp2, входящего в состав пептида. 
Также наблюдается падение интенсивности сигналов
при 8,01 ppm и 7,1 ppm, соответствующих 

протонам (6′) и (5′) имидазольного кольца His14 
(рис. 1). Падения интенсивности сигналов других а.о.
не наблюдалось. Таким образом, можно заключить,
что деградация G2 происходит посредством
одновременного отщепления остатков Trp2 и His14 
c образованием фрагмента TLNSAGYLLGP.
Аналогично протекает деградацияG3 — с образованием
фрагмента TLNSAGYLLGPβA. Деградация G1
предположительно протекает с образованием
TLNSAGYLLGP и AIDNHRSFSDKHGLT-NH2. 
Из-за отсутствия ключевых а.о. G1 и Trp2,
необходимых для связывания с рецепторами 
галанина [11], продукты деградации TLNSAGYLLGP
и TLNSAGYLLGPβA должны проявлять низкую
аффинность по отношению к GalR2 и слабую
биоактивность. Это обусловлено тем, что N-концевой
конец полноразмерного галанина G1 имеет 
решающее значение для биологической активности
пептида, а его C-концевая часть предназначена 
для стерической защиты N-концевой части пептида 
от протеолитической деградации [17]; она не связана 
с рецепторами GalR1-3 и не обладает биологической
активностью [18]. Вероятно, это в полной мере 
может быть отнесено к другому продукту 
деградации G1 AIDNHRSFSDKHGLT-NH2, вызванной
отщеплением His14. 

Для анализа кинетики деградации пептидов G1–G3
были выбраны сигналы от протонов H-7 и H-10
индольного кольца а.о. Trp (рис. 1). Зависимости
интегральной интенсивности данных сигналов 
от времени приведены на рисунке 2. Видно, 
что практически в течение всей инкубации
интенсивность сигналов протонов Trp снижалась 
в ряду G3 > G2 > G1. Рассчитанные константы
скорости реакции отщепления а.о. Trp и времена
полужизни пептидов в плазме приведены в таблице 2.
Наблюдаемые константы скорости деградации
пептида G1 были достоверно выше, чем у N-концевых
фрагментов G2 и G3. Различия этого показателя 
между пептидами G2 и G3 не были статистически
значимыми, но находились на уровне статистической
тенденции (p=0,06). В соответствии с этими данными
наименьшее время полужизни было обнаружено 
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Рисунок 1. Фрагменты 1H-ЯМР спектров пептида G2
сверху вниз последовательно: в фосфатно-солевом
буфере, в плазме крови человека через 
100 мин инкубации, 30 мин инкубации, 0 мин инкубации. 

Рисунок 2. Кинетика изменения интегральной
интенсивности сигналов протонов а.о. Trp в составе
пептидов галанина G1-G3. 



у полноразмерного галанина G1, уфрагментов G2 и G3
оно было продолжительнее в 1,4 и 1,6 раза
соответственно. Следует отметить, что одним 
из ограничений использованного в настоящей работе
подхода к оценке протеолитической стабильности
пептидов галанина является относительно 
низкая чувствительность метода 1Н-ЯМР. 
Это приводит к необходимости работы в области
концентраций галанинов, существенно превышающих
фармакологические. Поэтому время полужизни
пептида G1 в наших опытах выше значений,
полученных в плазме на моделях in vivo [9, 10].
Несмотря на это, у нас была возможность сравнить
стабильность структуры в ряду пептидных аналогов 
в одинаковых условиях, независимо от вида
лабораторных животных. Главным результатом работы
является обнаружение большей протеолитической
стабильности химерного агониста рецепторов GalR2
пептида G3 по сравнению с природным фрагментомG2
и полноразмерным галанином G1.

Недавние исследования выявили роль галанина и
его природных и модифицированных N-концевых
фрагментов в регуляции метаболического и
функционального состояния сердца при различных
формах сердечно-сосудистого стресса [19–22]. 
Анализ уровней мРНК рецепторов галанина
свидетельствует о том, что GalR2 преобладает 
в культивируемых миоцитах и сердце [7]. Более того,
при определении рецепторов галанина специфическими
антителами с помощью иммунофлуоресцентной
микроскопии, было выяснено, что их экспрессия 
в сердце снижается в следующей последовательности
GalR2 > GalR1 > GalR3 [23]. Эти данные предполагают
ключевую роль рецепторов GalR2 в действии 
на миокард. Ранее мы продемонстрировали, 
что фармакологический агонист G3 оказывает
защитное действие при ишемическом/реперфузионном
повреждении сердца [19], кардиомиопатии, вызванной
доксорубицином [6] и cтрептозотоцин-индуцированном
диабете [24]. Взятые вместе эти экспериментальные
факты указывают на принципиальную роль активации
рецепторов GalR2 в реализации эффектов пептидов
галанина и предполагают целесообразность
молекулярного конструирования фармакологических
агонистов c улучшенными физико-химическими
характеристиками (протеолитическая стабильность и
растворимость). Такие синтетические пептидные
биорегуляторы могут быть использованы для разработки
препаратов, уменьшающих стресс-индуцированные
изменения в организме и сердце.

ВЫВОДЫ

Изучена кинетика деградации
GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-NH2 (G1),

природного N-концевого фрагмента галанина
WTLNSAGYLLGPHA-OH (G2) и егомодифицированного
аналога WTLNSAGYLLGPβAH-OH (G3) в плазме
человека методом 1Н-ЯМР спектроскопии. Показано,
что время полужизни пептидов галанина увеличивается
в следующем ряду G1 < G2 < G3. Мы полагаем, 
что создание протеолитических стабильных
пептидных агонистов рецепторов галанина GalR2
является перспективным подходом к активации
галанинергической системы для защиты жизненно
важных органов при патофизиологических состояниях. 
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THE STUDY OF BIODEGRADATION OF GALANIN AND 
ITS N-TERMINAL FRAGMENTS IN A MODEL SYSTEM IN VITRO

D.V. Avdeev1*, O.Yu. Selyutina2, M.V. Sidorova1, O.I. Pisarenko1

1Chazov National Medical Research Center for Cardiology, 
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Exogenous N-terminal fragments of galanin, which are agonists of the GalR2 receptor, have therapeutic 
potential in experimental cardiac pathology. This implies the need to study their proteolytic stability 
in biological environments. The aim of this work was to evaluate the proteolytic degradation of galanin G1
(GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-NH2), its natural and modified fragments G2 and G3
(WTLNSAGYLLGPHA-OH and WTLNSAGYLLGPβAH-OH, respectively) in human plasma. The peptides 
were obtained by solid-phase synthesis using the Fmoc methodology, purified by HPLC; their structure was confirmed
by MALDI-TOF mass spectrometry and 1H-NMR spectroscopy. The kinetics of galanins G1–G3 degradation 
in blood plasma was studied by 1H-NMR spectroscopy based on changes in the intensity of Trp2 signals at 310 K. 
The results indicate a higher proteolytic stability of the G3 peptide compared to the natural G2 fragment and 
full-length galanin G1. They indicate the potential of using modified peptide agonists of GalR2 receptors to protect 
vital organs in pathophysiological conditions.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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